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ISOLATION OF POLYMERS FROM Saccahromyces cerevisiae CELL WALL AND EVALUATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY
OF ISOLATED MANNAN-PROTEIN. Yeast cell wall contains polymers glucan and mannan-protein that have received much attention
with respect to their biological activities. Conventional isolation process involving treatments with hot alkali and acids cause degradation
of these polymers. The aim of this paper was to study a low-degrading process for the isolation of glucan and mannan-protein from
S. cerevisiae cell wall comprising physic and enzymatic treatments. Yeast cell glucan was obtained in a purity of 87.4% and a yield

of 33.7%. The isolated mannan-protein presented antioxidant activity that was increased after thirty minutes of protease treatment.

Antioxidant activity was determined by B-carotene/linoleate model system.
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INTRODUCAO

A parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae € organi-
zada em duas camadas que sdo compostas por trés macromoléculas
principais: manana-proteina, um complexo no qual o polissacarideo
manana esta covalentemente ligado a proteina; glucana, um polis-
sacarideo de B-1,3 e B-1,6 glicose e, quitina, um polimero de B-1,4
N-acetilglicosamina.'* Estes componentes estdao unidos por ligacoes
covalentes. A manana-proteina corresponde a aproximadamente 30%
do peso seco da parede celular,’ e compde a camada mais externa da
parede, estando ligada covalentemente a cadeias de B-1,6-glucana.
A B-1,6-glucana corresponde a cerca de 5% do peso seco da parede
celular e sdo moléculas relativamente pequenas, com cerca de 140
residuos de glicose. Mais da metade da parede celular (50-60%) ¢
formada por -1,3-glucana,® que é composta predominantemente por
moléculas lineares com cerca de 1500 residuos de glicose, dos quais
cerca de 40 a 50 residuos estdo envolvidos em ligacdes através do
carbono C-6 com moléculas de B-1,6-glucana e quitina.”

A B-glucana ¢ encontrada também na parede celular de fungos,
em cereais como aveia, trigo, centeio, milho, entre outros.® Os estu-
dos sobre a composi¢do das B-glucanas tiveram grande avango ap6s
a identificac@o de problemas em filtros utilizados nos processos de
producgdo de cerveja, onde se observou o aparecimento de um mate-
rial gelatinoso. Este material foi identificado como o polissacarideo
B-glucana.’

As B-1,3-glucanas apresentam habilidade para estimular o sistema
imunoldgico.>!? Devido a esta fungdo bioldgica, esse polissacarideo
pode exercer efeito benéfico contra uma série de doencgas, como
infec¢des virais, bacterianas e fiingicas, além de tumores, efeitos de
radiacoes e supressao imune devido ao stress.!!

O problema que as glucanas apresentam e que inviabiliza sua
utilizagdo em alguns casos € sua insolubilidade. Por isso, alguns pro-
cessos de derivagdo, como carboximetilagdo e sulfoetila¢do, e alguns
processos fisicos, como tratamento com ultrassom, t€m sido propostos
com o objetivo de aumentar a solubilidade das glucanas.?

As glucanas da levedura Saccharomyces cerevisiae e do fungo
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Aspergillus niger t€m sido bastante estudadas. Os processos con-
vencionais para a extraciio de glucana envolvem tratamentos com
alcali e/ou 4cido a quente. Estes processos causam a degradacdo de
uma parte da cadeia polimérica, resultando em baixo rendimento e
na reducdo dos efeitos benéficos.

A remocio das proteinas da parede celular e de polissacarideos
alcali soluveis pelo tratamento com hidréxido de sédio ou potdssio
tem sido considerada eficiente, mas durante este tratamento, oS
lipideos da parede celular s@o hidrolisados em glicerol e dcidos gra-
xos devido a condi¢do alcalina. Foram publicados alguns trabalhos
baseados no tratamento da levedura ou da parede celular com NaOH
ou KOH a quente, preferencialmente em concentragoes de 0,75 a 1,0
M e temperaturas entre 60 e 100 °C, seguido da lavagem com agua
ou 4cido para a remocdo da parte solivel e para a neutralizacio da
mistura, e tratamento com solventes organicos para a remocao dos
lipideos, mas o tratamento com dlcali ou 4cido a quente provocou a
degradagdo da cadeia de glucana.’

Freimund er al. * apresentaram um método de isolamento da
B-1,3-glucana de Saccharomyces cerevisiae que consistiu de um pro-
cesso fisico combinado com um tratamento enzimatico. O tratamento
fisico foi uma extracdo a quente (125 °C por 5 h) em solucio aquosa
de pH neutro nio tamponado, seguido de um tratamento enzimadtico
com a protease comercial Savinase. A pureza da glucana obtida foi de
92% e o rendimento foi 87%. Este processo de isolamento da glucana
gerou um subproduto também benéfico a saide, a manana-proteina,
que € um composto que apresenta algumas atividades biolégicas,
como atividade antioxidante.

A manana extraida da parede celular de leveduras (Candida uti-
lis, Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae) possui atividade
antimutagénica e antioxidante, além de apresentar importantes ca-
racteristicas, como boa solubilidade e massa molecular relativamente
pequena (15-30KDa).'*!3

O objetivo deste trabalho foi estudar o isolamento da glucana da
parede celular de Saccharomyces cerevisiae utilizando um processo
que combinou tratamento fisico e enzimatico. Para isso, foi utilizada
uma protease alcalina purificada de Cellulosimicrobium cellulans
191, um microrganismo que secreta um complexo enzimdtico capaz
de lisar a parede celular de leveduras. E também estudar o efeito da
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acdo desta protease sobre a atividade antioxidante da manana-proteina
extraida da parede celular da levedura.

PARTE EXPERIMENTAL
Material e reagentes

Foram usados caseina bovina, acido tricloroacético (99% de
pureza) e cloroférmio para andlise quimica (Merck Co); hexano com
pureza para andlise quimica; B-caroteno (98% de pureza), 4cido lino-
1€ico (99% de pureza) e glicose (99% de pureza - Sigma). A parede
celular de Saccharomyces cerevisiae foi extraida mecanicamente em
Dyno-Mil (moinho mecanico com pérolas de vidro com diametro de
0,02-0,05 mm) e liofilizada, e protease alcalina de Cellulosimicrobium
cellulans 191 produzida em meio contendo 8% de células desidra-
tadas de levedura; 0,2 g/L de MgSO,.7H,0 € 2,0 g/L. de (NH,),SO,
em solucdo tampao fosfato 0,15M e pH 8,0 e purificada por meio
da precipitacdo fracionada com sulfato de amonio. Realizou-se
cromatografia de troca idnica com resina DEAE-Sepharose e recro-
matografia com resina Q-Sepharose em FPLC.!¢ A parede celular e
a protease foram disponibilizadas pelo Laboratério de Bioquimica
da FEA/UNICAMP .

Métodos

Determinacgdo da atividade de protease

A mistura de reagdo contendo 1,5 mL de solucdo de caseina 2%,
1 mL de solugao tampao fosfato 0,15 M (pH 8,0) e 0,5 mL de solucdo
enzimadtica foi incubada a 50 °C por 30 min. A reacio foi paralisada
pela adigdo de 3 mL de solucdo 0,4M de 4cido tricloroacético (TCA),
seguida de filtracdo em papel Whatman 42. A absorbancia do filtrado
foi medida a 280 nm, utilizando como controle o meio de reacdo no
qual a solugdo enzimdtica foi substituida por solu¢do tampao.'”'8
Uma unidade de atividade foi considerada a quantidade de enzima
necessdria para produzir aumento de 1,0 unidade na absorbancia do
filtrado ap6s 30 min de reagdo.'

Determinacgdo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada pela oxidagao acoplada
do B-caroteno e do 4cido linoléico, de acordo com Hammerschmidt
e Pratt,” com algumas modificagdes.? Foram adicionados 60 mg
de acido linoléico (Sigma Co.), 200 mg de Tween 80 e 5 mg de
B-caroteno (Sigma Co.) em 5 mL de cloroférmio. Posteriormente,
o cloroférmio foi evaporado em evaporador rotatério a 40 °C. O
residuo da evaporacdo foi dissolvido em 50 mL de dgua deioniza-
da e oxigenada sob agitacdo vigorosa. Aliquotas de 0,5 mL desta
emulsdo foram transferidas para tubos de ensaio contendo 0,5 mL
da amostra. A leitura da absorbancia foi feita em espectrofotdmetro
a 470 nm no tempo inicial e em intervalos de 60 min. A reagdo de
oxidacdo foi conduzida a 40 °C. Foram utilizados controles que
continham 4gua ao invés da amostra. A taxa de branqueamento
do B-caroteno foi determinada pela diferenga entre a absorbancia
inicial e a absorbancia final, a 470 nm, dividida pelo tempo de in-
cubagdo (h). O indice de antioxidagéo foi calculado pela razdo entre
a taxa de branqueamento do controle e a taxa de branqueamento
da amostra, conforme sugerido por Pratt e Birac.?! Todos os testes
foram realizados em duplicata.

Determinacgdo de carboidratos totais

Os polissacarideos insoliveis da parede celular de S. cerevisiae
foram submetidos a hidrélise dcida de acordo com a metodologia
descrita Dallies et al.,”” com algumas adaptacdes. As amostras de
1 mg de glucana em duplicata foram tratadas com 75 pL de 4cido
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sulfirico 72% (p/p) e deixadas a temperatura ambiente por 3 h. Apés
este intervalo de tempo, acrescentou-se dgua destilada e deionizada até
o volume final de 1 mL, de forma que a concentragdo final de dcido
sulfiirico foi de 1 M. Seguiu-se o tratamento térmico em ebuli¢ao
por 4 h. Apés o resfriamento e a conservagdo em banho de gelo, o
hidrolisado foi diluido com 9 mL de dgua destilada e deionizada. Os
fons sulfato foram precipitados pela adi¢do de solugdo saturada de
hidréxido de bério até que o pH da solucdo atingisse a neutralidade.
O volume foi ajustado para 25 mL e o sulfato de bario foi removido
por centrifugacdo a 10.000 x g por 5 min. O sobrenadante foi utilizado
como solu¢@o de monossacarideos para as andlises de quantificagdo
utilizando-se a metodologia proposta por Dubois et al..®

Determinagdo do contetido de proteina
O contetido de proteina foi determinado em duplicata de acordo
com a metodologia de Lowry como descrita por Peterson.*

Obtengdo da parede celular de Saccharomyces cerevisiae extraida
mecanicamente

A suspensdo de 2,0 kg de levedura comercial em 8,0 L de dgua
destilada, resfriada a 5 °C, foi submetida a tratamento em Dyno Mill
utilizando-se fluxo de 80,0 mL/min a 2.500 rpm e pérolas de vidro de
0,02-0,05 mm de didmetro. Apds o tratamento, a suspensdo de massa
celular rompida mecanicamente foi centrifugada a 12.300 x g por
15 min a 5 °C, o precipitado foi lavado com dgua destilada, até que
o sobrenadante permanecesse limpido e, em seguida, foi liofilizado.
Os lipideos foram removidos a temperatura ambiente utilizando-se
uma mistura dos solventes hexano e metanol na proporcdo de 4:1
(v:v) durante 30 min."

Extragdo da glucana bruta a quente

A suspensdo de 5% (m/v) de parede celular desengordurada
em tampao fosfato 50 mM pH 7,0 foi tratada a 121 °C por 2 h em
autoclave (Figura 1). Apds o resfriamento, esta suspensdo foi cen-
trifugada a 10.000 x g por 15 min a 5 °C.% O precipitado foi lavado
duas vezes com a mesma solucdo tampao, liofilizado e utilizado como
glucana bruta para o tratamento enzimdtico com a protease alcalina.
O sobrenadante desta centrifugagao foi utilizado para a obtengdo da
manana-proteina da parede celular.

Tratamento com Tratamento com

a protease ultrassom
Glucana » Testes de

purificada solubilidade

Glucana bruta
(precipitado)

Tratamento
Parede celular a quente
extraida
mecanicamente

Tratamento com
a protease
Manana-proteina P
(sobrenadante)

Figura 1. Procedimento para o isolamento dos compostos da parede celular

Testes de atividade
antioxidante

da levedura S. cerevisiae e testes

Tratamento da glucana bruta com a protease alcalina de C.
cellulans 191

A suspensido de 5% do liofilizado bruto obtido apds a extragdo
a quente (glucana bruta liofilizada) em solugdo tampdo fosfato 50
mM pH 8,0 e solu¢do enzimdtica suficiente para que a atividade de
protease fosse de 0,5 U/mL de mistura de reacéo foi incubada a 50 °C
durante 5 h, com agitaco mecanica em intervalos regulares. A reacio
enzimdtica foi paralisada pelo aquecimento em banho de ebuli¢do por
10 min. Os residuos insoliveis foram separados por centrifugagio
a 10.000 x g por 15 min e lavados duas vezes com dgua destilada.
Para as andlises propostas, o sedimento foi desengordurado segundo
a metodologia descrita anteriormente.
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Tratamento das glucanas bruta e purificada com ultrassom

O tratamento com ultrassom e a hidratagdo da glucana foram
realizados segundo Mislovicovd et al.,* com algumas modificac¢des.
Utilizou-se uma mistura de 100 mg de glucana (bruta ou purificada)
em 25 mL de dgua, com pH ajustado para 7,0, e submeteu-se ao tra-
tamento com ultrassom (Unique, mod. USC2850, 120 W, 25 KHz),
durante os intervalos de tempo de 15, 30, 60 e 120 min.

Estudou-se também a solubilizacido com ultrassom das glucanas
previamente hidratadas em solucdo alcalina de NaOH 1M por 24
h. Foram utilizadas as massas 50, 100 e 200 mg de glucana em 25
mL de meio de hidratagdo. Apds a hidratacdo, as amostras foram
neutralizadas com HCI concentrado e a suspensdo de glucana foi
tratada em equipamento de ultrassom durante intervalos de tempo
de 10, 20 e 30 min a 25 °C.

Apés os tratamentos, a glucana insoldvel foi separada por
centrifugacdo a 10.000 x g durante 15 min e determinaram-se os
carboidratos totais soliveis no sobrenadante pelo método descrito
por Dubois et al..”

Precipitagdo da manana-proteina com etanol

Adicionaram-se trés volumes de etanol ao sobrenadante para a
precipitacdo da manana-proteina (Figura 1). Apds um pernoite a 5
°C, o precipitado foi separado por centrifugagdo a 10.000 x g por 15
min e o solvente foi evaporado. A manana-proteina foi utilizada como
substrato para a protease alcalina de C. cellulans 191.

Tratamento da manana-proteina com a protease alcalina de C.
cellulans 191

O meio de reagdo contendo 0,5% (m/v) de manana-proteina
liofilizada em tampdo fosfato 50 mM pH 8,0 e protease alcalina com
atividade de 0,1 U/mL de meio de reag@o foi incubado a 50 °C. Em
intervalos de tempo de 10, 20, 30, 45, 60, 90, 120 e 180 min, foram
retiradas aliquotas para determinagdo da atividade antioxidante.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Extracéo de lipideos da parede celular de levedura
A remog¢do com solvente orgdnico a temperatura ambiente foi
capaz de extrair lipideos que corresponderam a 5,3% da massa inicial
da parede celular extraida mecanicamente.
Tratamento a quente para obtencio da glucana bruta
Freimund et al. ® propuseram o tratamento a quente (125 °C) por
5 h em solugdo aquosa com pH neutralizado pela adi¢ao de NaOH

para a extracdo da manana-proteina e Assis*® propds um tratamento
a 121 °C em solucao tampao fosfato 50 mM pH 7,0 durante 30 min,

Quim. Nova

com a mesma finalidade. No presente trabalho, os dois procedimentos
citados foram testados. O tratamento em solu¢do aquosa provocou
degradacdo maior dos componentes da parede que o tratamento
em solugdo tampdo. O tempo de tratamento de 5 h foi considerado
€Xxcessivo.

Este tratamento também teve o objetivo de extrair componentes
solubilizdveis da parede celular, principalmente a manana-proteina.
Os melhores resultados foram observados quando o tratamento foi
realizado em soluc@o tampao fosfato S0 mM pH 7,0 por 2 h.

A Tabelal mostra que o tratamento a quente separou a maior
parte da proteina da parede celular. Inicialmente, a parede apresentava
23,2% de proteina e apds este tratamento apresentou 9,4%.

O rendimento de carboidratos totais desta etapa do processo foi de
51%, ou seja, permaneceram insoldveis cerca de 51% dos carboidra-
tos totais existentes na parede celular antes do tratamento, o restante
dos carboidratos foi solubilizado juntamente com a proteina ou foi
degradado pelo tratamento. A glucana bruta obtida apds o tratamento
a quente apresentou 60,6% de carboidratos totais.

Tratamento da glucana bruta com a protease alcalina de C.
cellulans 191

Para a remogao do restante da proteina, que ndo foi extraida pelo
tratamento a quente, fez-se o tratamento enzimatico da glucana bruta
com a protease alcalina purificada de C. cellulans 191. A degradacdo
excessiva da glucana que € observada nos processos convencionais
com tratamento alcalinos ou dcidos pode ser evitada pela introdu-
¢do deste tratamento enzimdtico para a remog¢ao da maior parte da
proteina da parede.

Os resultados mostraram que a agdo enzimdtica promoveu a
remogdo de proteina e também de carboidratos (24,4 para 18,3 g).
A glucana purificada ap6s o tratamento enzimatico apresentou 7,0%
de proteina e 66,7% de carboidratos totais. O rendimento de glucana
purificada apés este tratamento foi de 38,2% (Tabela 1).

A glucana insolivel obtida apés o tratamento enzimdtico foi de-
sengordurada como descrito anteriormente e utilizada para o estudo
da solubilizacdo pelo tratamento com ultrassom.

Tratamento das glucanas bruta e purificada com ultrassom

O tratamento fisico da glucana com ultrassom teve como objetivo
aumentar sua solubiliza¢@o, o que foi avaliado pela determinagdo de
carboidratos totais soltiveis antes e depois da exposicio ao ultrassom.
O estudo foi realizado com a glucana bruta (antes do tratamento com
a protease alcalina) e glucana purificada (apds o tratamento com a
protease alcalina).

Observou-se que o tratamento com ultrassom apresentou baixa
eficiéncia na solubilizagdo da glucana (Tabela 2). Este tratamento foi

Tabela 1. Rendimento e composicio da glucana da parede celular de S. cerevisiae durante o processo de isolamento (resultados expressos na

forma média + desvio padrdo; n=2)

Frac Massa total Carboidrato total Proteina Rend. de glucana
racdo

) €3) (%) €3) (%) (%)
parede celular desengordurada 100,0 = 0,1 479+ 1,8 479 232+1,6 23,2 100,0
glucana bruta apds tratamento 40,3+ 1,8 244 +13 60,6 3,6 +0,3 9,4 51,0
a quente
glucana purificada apds tratamento 274 x1,0 18,3+0,4 66,7 1,9+0,3 7,0 38,2
enzimatico
glucana apds tratamento 18,5+ 1,1 16,1 +0,6 87,4 1,7+0,3 9,2 33,7

enzimatico e desengordurada
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Tabela 2. Porcentagem de carboidratos totais solubilizados pelo 3.0 1 b

tratamento em ultrassom de amostras de glucana da parede celular 25 1

de S. cerevisiae bruta e purificada (resultados expressos na forma T

média + desvio padrio; n=2)

Glucana bruta Glucana purificada

Tempo de tratamento

(min) % de carboidratos totais solubilizados
0 0,0 0,0

15 0,0 0,2+0,1

30 04+03 0,2+0,1

60 2,1 +£0,6 0,2+0,1
120 3,3+04 0,3+0,1

capaz de solubilizar cerca de dez vezes mais carboidratos da glucana
bruta em relacdo a glucana purificada. Provavelmente esta diferenca
se deva a remocio de carboidratos observada durante o tratamento
enzimdtico com a protease alcalina.

Para o aumento da solubilidade da glucana, fez-se a sua hidra-
tacdo prévia como descrito anteriormente. A hidratacdo em solucio
1,0 M de NaOH antes do tratamento com ultrassom permitiu melhor
solubilizacdo da glucana de levedura (Tabela 3) em comparacao com
a glucana nio hidratada apresentada na Tabela 2.

O tratamento com ultrassom apds a hidratagdo foi capaz de au-
mentar a solubilizac¢do da glucana bruta de 9,9 para 14,7%, quando o
tempo de tratamento foi de 30 min e a concentracio inicial de glucana
foi 200 mg/25 mL. O mesmo tratamento para a glucana purificada foi
capaz de aumentar a solubilizacdo de 9,7 para 12,4%.

De forma geral, quanto maior o tempo de tratamento com ultras-
som, maior a solubilizacio de carboidratos. As concentragdes de 100
¢ 200 mg/25 mL apresentaram porcentagem de carboidratos solubili-
zados apds o tratamento em ultrassom maior que a concentragdo de
50 mg/25 mL para a glucana bruta. Mas, o contrdrio foi observado
para a glucana purificada.

A solubilizagdo da glucana bruta foi maior em quase todos os tra-
tamentos quando comparada a glucana purificada. Isso provavelmente
se deva ao fato do tratamento enzimdtico com a protease alcalina ter
solubilizado uma parte dos carboidratos da glucana bruta.

Misloviscovd et al.?® verificaram que o tratamento da glucana-
quitina de Aspergillus niger com ultrassom durante 20 min aumentou
a solubilizacdo de carboidratos de 7,6 para 12,2% quando a concen-
trag¢do inicial foi de 50 mg/25 mL. Para a glucana de levedura (Tabela
3) observou-se o aumento na solubilidade de 10,3 para 14,2% quando
a glucana purificada foi submetida a um tratamento idéntico.

Tratamento da manana-proteina com a protease alcalina e
avaliac@o da atividade antioxidante

O indice de antioxida¢@o da manana-proteina isolada por meio do
tratamento a quente foi 1,3; ou seja, a manana-proteina isolada reduziu
a oxidac@o acoplada de B-caroteno e dcido linoléico em 30%.

2,0 A

Q
Qo

@0 g10min 220min - @30 min =45 min
@60min @90 min =120 min @180 min

Figura 2. Indice de antioxidacdo da manana-proteina tratada com a prote-
ase alcalina de C. cellulans 191 (Médias seguidas de letras diferentes sdo
estatisticamente diferentes para p<0,05 - Teste de Tukey)

Ap6s 30 min de reacdo com a protease alcalina, o indice de antio-
xida¢@o da manana-proteina foi aumentado para cerca de 2.4 (Figura
2). A agdo da protease gerou compostos, peptideos ou cadeias de
manana-proteina menores, que apresentaram atividade antioxidante
maior que a manana-proteina isolada pelo tratamento a quente.

O tratamento da manana-proteina com a protease alcalina du-
rante 10 e 20 min ndo promoveu alteragdo significativa na atividade
antioxidante em comparagdo com a manana-proteina nio tratada
enzimaticamente. O mesmo ocorreu em periodos de incubagdo su-
periores (45-180 min). Observou-se apenas um aumento estatistica-
mente significativo (p< 0,05) com o tratamento durante 30 min. Este
resultado sugere que o aumento na atividade antioxidante foi devido
a presenga de compostos gerados pela hidrélise parcial de proteinas
da parede celular, uma vez que a hidrélise excessiva reduziu o indice
de antioxidacd@o a valores préximos do indice da manana-proteina
ndo hidrolisada.

A maior parte dos trabalhos realizados sobre a atividade antioxi-
dante de compostos da parede celular de leveduras estudou a glucana
e a manana da parede celular de leveduras,'#!1327-3

Jaehrig et al.®® verificaram que o potencial antioxidante da parede
celular de levedura deve-se menos a glucana que as protefnas da
parede celular, especialmente proteinas que apresentam aminodcidos
aromadticos ou grupos tiol.

A atividade antioxidante das proteinas e das manana-proteinas
da parede celular de leveduras foi menos explorada, e os resultados
deste trabalho mostraram que esta atividade pode ainda ser aumentada
pela acdo da protease alcalina.

CONCLUSOES

O polissacarideo glucana da parede celular de S. cerevisiae foi
isolado por meio de um procedimento que combina tratamento fisico
e enzimdtico com a protease alcalina purificada de Cellulosimicro-
bium cellulans 191. Esse processo apresentou 33,7% de rendimento
de glucana com pureza de 87,4%. A hidratag@o das glucanas bruta e

Tabela 3. Porcentagem de carboidratos totais solubilizados pelo tratamento em ultrassom de amostras de glucana da parede celular de S.
cerevisiae antes e depois do tratamento enzimatico previamente hidratadas

Amostra (mg/25 mL) Glucana bruta Glucana purificada

Tempo (min) 0 10 20 30 0 10 20 30

50 11,6 1,7 11,8 +0,7 - 11,3+ 1,0 10,3+2,0 10,6 1,2 142+19 14,7+ 1,5
100 12,1 £0,8 122+ 1,1 12,5+1,3 14,6 £1,5 10,1 £0,6 11,0+ 1,3 12,1 £1,1 12,3+£0,8
200 9,9+2,0 12,0+ 1,3 12,9+£0,9 14,7+ 1,7 97+13 10,7+£9,7 10,5+0,9 12,4+ 1,8
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purificada com NaOH 1,0M seguida por tratamento com ultrassom
aumentou a solubilidade das mesmas.

A protease alcalina de C. cellulans 191 foi capaz de aumentar
de 1,3 para 2,4 o indice de atividade antioxidante da manana-pro-
tefna isolada da parede celular da levedura apds 30 min de reacio,
utilizando-se 0,5% (m/v) de manana-proteina e 0,1 U de protease/
mL de meio de reagdo.

A partir da parede celular de S. cerevisiae € possivel obter pro-
dutos de alto valor utilizando-se um processo de baixo custo e etapas
simples (rompimento mecanico, extragdo a quente e tratamento com
protease). Este processo pode ser de grande interesse para as industrias
de fermentagao alcodlica no futuro, pois possibilita a utiliza¢do da
massa celular de levedura residual do processo de fermentacio,
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